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Uma grande diversidade faunística e reprodutiva são encontradas em regiões 
estuarinas e apresentam muitas espécies de peixes que estão suscetíveis a 
impactos antropogênicos. Espécimes juvenis de Sphoeroides testudineus foram 
expostos à dose sub letal de 10: 5: 1 de BTX (4.386ml de benzeno, 2.215ml de 
tolueno e 0.445ml de xileno) por 24, 48, 96 e 168 horas de contaminação em 75 
litros de água. Depois de 96 horas (4 dias) e 168 horas (7 dias) de contaminação, o 
fígado foi extraído e preparado para as análises bioquímicas. Maiores efeitos foram 
observados na atividade da enzima 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) que 
apresentou um aumento significativo, após 4 dias de contaminação. No entanto, não 
houve aumento significativo na atividade das enzimas como a catalase e glutationa 
S-transferase, e a produção de lipídio hidroperoxidase foi mínima e não 
significativamente aumentada. Nas análise morfológicas do fígado foram observados 
hepatócitos afetados pela contaminação em todos os períodos experimentais, com 
aumento de tamanho significativo após 168 horas. Vacúolos lipídicos, núcleos 
anormais e lateralizados foram observados em todos os períodos de exposição ao 
BTX e as mitocôndrias inchadas. Nas brânquias foram observadas em todos os 
períodos experimentais, descolamentos severos das lamelas secundárias, presença 
não significativa de fusão destas lamelas, assim como de hiperplasias e hipertrofias. 
Quantidades decrescentes de células de muco foram observadas, após 24, 48 e 96 
horas evidenciando a reação do peixe às substâncias xenobióticas, assim como 
edemas presentes após 168 horas de contaminação. Os resultados indicaram que o 
BTX atuou no organismo destas espécies juvenis de peixes, causando alterações 
histopatológicas e bioquímicas nos fígados de S. testudineus.
INTRODUÇÃO GERAL
O petróleo é o mais sério contaminante dos oceanos e dos mares da Terra. 
Todos os anos 6.000 toneladas de petróleo bruto são derramados em acidentes 
durante o transporte, rebentamentos de poços de petróleo, descargas ilegais de 
efluentes industriais e limpeza de tanques dos navios no mar (TIBURTIUS et al., 
2004).
O derrame de petróleo no meio aquoso é impulsionado pelos ventos e pelas 
correntes locais dispersando-se nas águas. Inicialmente, o petróleo encontra-se numa 
fase, mas a ação dos processos físicos faz com que os seus componentes mais 
voláteis (naftas) evaporem; os de média densidade (óleos) se emulsionem com a 
água, formando um barro flutuante e os mais pesados, após adsorção das partículas 
em suspensão (alquitranes) sedimentam (HARTE, etal., 1991).
Algumas frações mais polares e mais tóxicas, são solúveis na água do mar. 
Tanto a dissolução quanto à emulsão do poluente, originam uma maior área de 
contato do produto com o meio ambiente e conseqüentemente, um aumento da 
abrangência da poluição.
Além do petróleo decorrente do derramamento devem ser acrescentadas as 
perdas naturais provenientes de lençóis petrolíferos submarinos, os hidrocarbonetos 
evaporados ou produzidos pela combustão incompleta nos motores e a degradação 
natural das plantas e animais marinhos (TIBURTIUS et al., 2004).
Os hidrocarbonetos constituem a maior parte do petróleo, sendo que o efeito 
destes sobre a fauna e a flora depende em grande parte da sua composição química, 
que é muito variável. Hidrocarbonetos saturados de elevados e baixos pontos de 
ebulição e hidrocarbonetos aromáticos estão presentes nos diversos tipos de óleo cru 
com características químicas, biológicas e toxicológicas bastante semelhantes 
(McNAUGHTON etal., 1984).
Quando em suspensão na água, ou após deposição, os hidrocarbonetos são 
biodegradados por ação bacteriana, sobretudo se o meio é rico em nitratos e fosfatos. 
No entanto, os compostos mais tóxicos são também mais resistentes a esta ação. 
Uma película de hidrocarbonetos na superfície da água reduz as trocas gasosas com
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a atmosfera e, por conseguinte, a fotossíntese e a produtividade primária 
(McNAUGHTON etal., 1984).
A fotossíntese é reduzida em cerca de 50% pela ação dos cresóis (derivados 
dos hidrocarbonetos) em teores de 5 a 10 ppm, sobre as algas. As bactérias 
capazes de atacar o petróleo multiplicam-se, ocasionando um empobrecimento da 
água do mar em oxigênio, o que causa a morte do plâncton e a fuga dos peixes 
(McNAUGHTON et al., 1984). No caso do produto tóxico não provocar a morte 
imediata dos organismos, vai ocasionar-lhes distúrbios fisiológicos e metabólicos.
Frações complexas do petróleo (hidrocarbonetos saturados de baixo e 
elevado pontos de ebulição, hidrocarbonetos aromáticos de baixo e elevado ponto 
de ebulição, hidrocarbonetos parafínicos e olifínicos) são as principais responsáveis 
pelo seu efeito deletério. Os hidrocarbonetos aromáticos de baixo ponto de ebulição 
incluem produtos como o benzeno, o tolueno e o xileno, muito tóxicos para os seres 
vivos (TIBURTIUS et al., 2004).
Após a absorção, o benzeno é distribuído para os órgãos em tempos 
variáveis, de acordo com o tempo decorrido após sua exposição. Inicialmente 
deposita-se no sistema nervoso central e posteriormente nos tecidos lipóides, no 
fígado, sangue e na medula óssea (SPIES et al., 1996). Sob o ponto de vista da 
toxidade aguda, o benzeno possui efeitos neurotrópicos não específicos que 
caracterizam de uma maneira geral os solventes voláteis em função da 
lipossolubilidade, e se fixam nos centros nervosos (LARINI etal., 1997).
O tolueno é facilmente absorvido pelas vias aéreas de mamíferos, tendo 
absorção mais lenta pelo trato gastrointestinal, e é irregularmente distribuído pelo 
sistema nervoso. Concentra-se mais no bulbo e ponte, e menos no hipotálamo e 
tálamo. O mecanismo de ação tóxica do tolueno é ainda desconhecido. 
Identicamente a outros solventes orgânicos, apresenta uma ação 
predominantemente depressora do sistema nervoso central. Estudos em animais, 
expostos durante três dias a concentrações de 500, 1.500 ou 3.000 ppm de tolueno, 
demonstram aumento considerável na concentração hepática do citocromo P-450 
(LARINI, 1997).
O xileno é facilmente absorvido pelo sistema respiratório e cerca de 95% 
absorvido é biotransformado e excretado, sendo que seus isômeros são capazes de 
induzir o sistema enzimático microssomal de oxidases mistas que contêm o
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citocromo P-450, sendo facilmente absorvido pelo tegumento. Como efeito, 
apresenta uma atividade depressora sobre o sistema nervoso central (LARINI,
1997).
Efeitos subletais podem resultar ou da acumulação gradual de substâncias 
em níveis que causam efeitos biológicos nos organismos ou do contínuo estresse 
exercido pelos poluentes. A concentração relativa de hidrocarbonetos poliaromáticos 
(PAHs) no ecossistema aquático é elevada em sedimentos, média na biota aquática 
e baixa na coluna de água (TUVIKENE, 1995).
Devido à sua natureza lipofílica, os PAHs podem penetrar facilmente nas 
membranas biológicas e se acumular nos organismos vivos (TUVIKENE, 1995), 
sendo que a taxa de hidrocarbonetos aromáticos acumulados nos organismos 
aquáticos é altamente específica (NORTON, etal., 1985).
Peixes e invertebrados são considerados bons bioindicadores, sendo que nos 
últimos anos têm sido amplamente utilizados em estudos de toxicologia e 
monitoramento ambiental, na saúde dos ecossistemas aquáticos, tanto em relação à 
presença quanto aos efeitos de poluentes (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005).
Nos últimos anos tem sido documentada uma diminuição da população de 
peixes como, por exemplo, Anguilla rostrata, Microgadus tomcod, Morone saxatilis, 
em conseqüência das mudanças físicas no meio ambiente, da pesca excessiva e de 
doenças infecciosas, somadas aos possíveis efeitos da poluição química 
(ROUSSEAU X e ta l., 1994).
Os efeitos da exposição de óleo bruto em órgãos de peixes adultos têm sido 
documentados em diversos estudos laboratoriais no aspecto bioquímico, enzimas de 
biotransformação existem em quase todos os órgãos vitais, mas a sua atividade é 
comprovadamente maior no fígado, pele, pulmão, intestino e órgãos reprodutores 
(KRAHN etal., 1984; MARTY etal., 1999).
Biomarcadores bioquímicos envolvidos nos processos de biotransformação 
são comumente utilizados em programas de monitoramento ambiental. Estes 
processos compreendem a fase I e a fase II do metabolismo orgânico (GOKS0YR e 
FÕRLIN, 1992; GEORGE, 1994; BUCHELI e FENT, 1995). O citocromo P450 e as 
monoxigenases de função mista a ele associadas, é o sistema enzimático mais 
importante da fase I (STEGEMAN e HAHN, 1994), localizado nas membranas do
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retículo endoplasmático de células de vários tecidos eucarióticos, principalmente no 
fígado, nos rins e no intestino. A enzima GST (Glutationa S-Transferase) pertence à 
fase II do metabolismo, sendo importante na desintoxicação de compostos 
xenobióticos.
Histologicamente, quantidades subletais de hidrocarbonetos podem provocar 
danos estruturais e funcionais nas brânquias, fígado, tecido cerebral e nas gônadas 
dos peixes (MCDONALD etal., 1996).
Os efeitos da exposição ambiental aos derramamentos de óleo têm sido 
muito documentados, mas ainda requerem estudos mais aprofundados que 
possibilitem uma maior compreensão e os possíveis tratamentos (MARTY et al., 
1999; NERO etal., 2006; THAMMAKHET, etal., 2007).
Os tetraodontídeos, vulgarmente denominados de baiacu ou peixe-bola, 
habitam as regiões tropicais de todos os oceanos e mais especificamente, as 
regiões estuarinas. O Sphoeroides testudineus Linnaeus, 1758 ocorre no Brasil 
como uma espécie de baixo valor econômico, já que seu preparo geralmente não é 
adequado para o consumo humano (CORRÊA, et al., 1992, ROCHA et al., 2002). 
Desperta o interesse entre as diversas espécies estuarinas pela sua abundância, 
escassez de literatura e pela sua importância na cadeia trófica, e distribui-se nas 
principais regiões tropicais desde a Nova Jersey (EUA) até o estado de Santa 
Catarina (Brasil) (ROCHA etal., 2002).
Baseando-se no fato de que estes compostos causam efeitos tóxicos, 
subletais e letais em peixes, em diferentes níveis celulares e bioquímicos, este 
trabalho teve como objetivo estudar o que a exposição subletal aos três compostos, 
benzeno, tolueno e xileno, (BTX) causam em alguns tecidos do Sphoeroides 
testudineus, enfatizando a necessidade crescente de se conhecer diferentes 
biomarcadores que sejam efetivos no diagnóstico de possíveis impactos ambientais.
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CAPÍTULO 01
RESPOSTA DE BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS E 
HISTOLÓGICOS NO FÍGADO DO PEIXE Sphoeroides testudineus 
EXPOSTO EXPERIMENTALMENTE À CONTAMINAÇÃO SUB LETAL 
COM O BTX (BENZENO, TOLUENO E XILENO).
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RESUMO
Espécimes juvenis de Sphoeroides testudineus foram expostas à dose subletal de 
10: 5: 1 de BTX (4.386ml de benzeno, 2.215ml de tolueno e 0.445ml de xileno) em 
75 litros de água. Depois de 4 dias (96 horas) e 7 dias (168 horas) de contaminação, 
o fígado foi extraído e preparado para as análises bioquímicas e morfológicas. 
Maiores efeitos foram observados na atividade da enzima 7-etoxiresorufina-O- 
deetilase (EROD) que apresentou um aumento significativo, após 4 dias de 
contaminação. No entanto, não houve aumento significativo na atividade das 
enzimas como a catalase e glutationa S-transferase, e a produção de lipídio 
hidroperoxidase foi mínima e não significativamente aumentada. Hepatócitos foram 
afetados pela contaminação, depois de 4 dias de exposição ao BTX, mostrando um 
aumento no depósito de lipídios, mitocôndrias inchadas que perderam parte da sua 
crista. Também apareceram no fígado, congestão sangüínea, macrófagos e 
linfócitos. Os resultados indicaram que o BTX atuou no organismo destas espécies 
juvenis de peixes, causando alterações histopatológicas e bioquímicas nos fígados 
de S. testudineus. A reação do peixe para as substâncias xenobióticas varia com a 
espécie. No entanto foi importante o uso de um peixe nativo da costa brasileira para 
bioensaios e estudos de biomarcadores bioquímicos e ultraestruturais para a 
compreensão das conseqüências de sua exposição às substâncias derivadas do 
petróleo e comuns no meio ambiente.
Palavras-chave: Hidrocarbonetos poliaromáticos específicos (PAH); Peixe, Fígado; 
Biomarcador; 7-etoxiresorufin-O-deetilase (EROD); Lipídio hidroperoxidase (LPO); 
Catalase; Glutathione S-transferase (GST); Histopatologia.
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ABSTRACT
Specimens of Sphoeroides testudineus juveniles were exposed to the sub lethal 
dose of BTX (10:5:1) of 4.386 mL benzene, 2.215 mL toluene and 0.445 mL xylene, 
in 75 litres of water. After 4 days (96 hours) and 7 days (168 hours) of contamination, 
the liver was extracted and prepared for biochemical and morphological analyses. 
After 4 days of contamination the enzyme 7-etoxiresorufine-0-deetilase (EROD) level 
increased significantly. However the two other enzymes that were tested, catalase 
and glutathione S-transferase presented no changes in their activity levels. The 
production of lipid hydroperoxides was minimal and did not change significantly after 
exposure to BTX. Hepatocytes were affected after 4 days of contamination: there 
was an increase in the number of lipid deposits, and the mitochondria showed less 
cristae. Blood congestion and the presence of lymphocytes and macrophages were 
observed in the liver. Results indicated that BTX acted on these juvenile fish 
organisms, causing histopathologies and biochemical changes in the liver. The 
reaction to xenobiotics varies with the species. Therefore it was important to test a 
native fish of the Brazilian coast to help to understand the potential consequences of 
their exposure to petrol derivates that are common in the environment.
Key-words: Polycyclyclic aromatic hydrocarbon (PAH); Sub lethal effects; Fish; Liver; 
Biomarker; 7-etoxiresorufine-0-deetilase (EROD); Lipid hydroperoxides (LPO); 
Catalase; Glutathione S-transferase (GST); Hystopathology.
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1. INTRODUÇÃO
Estuários e águas costeiras adjacentes são geralmente vulneráveis à presença de 
compostos xenobióticos. Estas regiões têm apresentado níveis crescentes de 
contaminação como conseqüência das atividades antropogênicas, seja através de 
resíduos industriais e urbanos, deposição atmosférica ou drenagem terrestre 
(KENNISH, 1992; SHAILAJA e CLASSY D'SILVA, 2003; FERNANDES etal., 2006).
Nos últimos anos tem sido constante a necessidade de detectar e avaliar os 
diferentes efeitos de contaminação em organismos marinhos que habitam estas 
regiões costeiras. Entre as técnicas de avaliação, o uso integrado de análises 
químicas e bioquímicas e as respostas celulares para os poluentes são os 
procedimentos mais usuais para a detecção do impacto de contaminantes no 
ecossistema aquático (FERNANDES etal., 2006).
Os hidrocarbonetos benzeno, tolueno e xileno (BTX) constituem um 
importante volume da produção de petróleo nas refinarias, compondo derivados de 
importância econômica e social como a gasolina (CUNHA e LEITE, 2000).
Estudos relacionados aos efeitos deletérios de hidrocarbonetos nos 
organismos vivos têm sido realizados há muitas décadas, destacando-se os efeitos 
carcinogênicos do benzeno nos seres humanos (THAMMAKHET, et al., 2007) e 
sérios danos à saúde dos organismos vivos, sejam estes vertebrados ou 
invertebrados, causados pela associação ordenada do benzeno com os 
hidrocarbonetos tolueno e xileno formando o BTX (JEONG e CHO, 2007).
As enzimas citocromo P450 microssomais envolvidas na biotransformação de 
xenobióticos pertencem a três principais famílias, que apresentam mais de 40% de 
similaridade: são agrupadas na mesma família (CYP1, CYP2 e CYP3), sendo que 
cada uma destas famílias pertence a uma única subfamília que é representada por 
uma letra após o número arábico indicativo da família (CYP1A, CYP3A e CYP4A) 
(GOKS0YR e FÕRLIN, 1992).
A biotransformação dos hidrocarbonetos do petróleo tem fundamental 
importância na eliminação desses compostos do organismo. Aproximadamente 90% 
do xileno, 80% do tolueno e 60% do benzeno absorvidos passam pela etapa da
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biotransformação, principalmente hepática, através do complexo enzimático P-450, 
antes de serem eliminados do organismo (WHO, 1993).
Existem muitos relatos a respeito do papel da subfamília CYP1A em vários 
processos de ativação metabólica, incluindo metagênese ou carcinogênese em 
animais experimentais. De um modo geral esta subfamília está envolvida no 
metabolismo oxidativo de substâncias exógenas como os hidrocarbonetos 
poliaromáticos específicos (PAHs), aminas heterocíclicas e aminas aromáticas 
(OLIVEIRA e PACHECO, 2006). Esses compostos podem induzir a CYP1A, e os 
PAHs com fração aromática entre os C5 e C9, como o BTX, são muito tóxicos para 
os seres vivos, inclusive para os organismos aquáticos como os peixes (VARANASI 
etal., 1989; OLIVEIRA e PACHECO, 2006).
Uma das maneiras de medir a indução do CYP1A é pela atividade catalítica 
da EROD (7-etoxiresorufina-O-deetilase) que tem sido reconhecida como um útil 
biomarcador em várias espécies de peixes expostos a compostos xenobióticos como 
PAHs. Ao contrário do observado na fase de hidrólise, redução e oxidação, enzimas 
ligadas à membrana microssomal da fase II são solúveis e encontradas livres na 
fração citosólica, principalmente de procariotos (NICARETA, 2004).
A enzima GST (Glutationa S-Transferase) que pertence à fase II do 
metabolismo catalisa a conjugação da glutationa reduzida (GSH) com uma 
variedade de compostos endógenos e exógenos, tendo uma importância crucial na 
conjugação e desintoxicação de compostos xenobióticos (GEORGE, 1994) e na 
prevenção da peroxidação lipídica. Atualmente é utilizada como biomarcador no 
estudo de vertebrados e invertebrados, assim como em distúrbios metabólicos e 
danos celulares em órgãos específicos (CASILLAS et al., 1983; LENARTOVA et al., 
1997; CASTRO et al., 2004; MOREIRA et al., 2004; MOREIRA e GUILHERMINO, 
2005; VENKATESWRA RAO, 2006).
Durante o metabolismo dos xenobióticos pode haver a formação de radicais 
livres que são eliminados pelas enzimas antioxidantes. A catalase é responsável 
pela decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio molecular. 
Além de seu papel como espécie reativa de oxigênio e portanto, causadora de 
estresse oxidativo, o H2O2, em excesso causa oxidação da hemoglobina e, 
conseqüentemente, diminuição das concentrações de oxigênio, acarretando
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infecções, úlceras e até necroses nos organismos (CLAIBORNE, 1985; SAINT- 
DENIS etal., 1999).
Se ocorrer um desequilíbrio no sistema das enzimas antioxidantes, os 
hidroperóxidos de lipídios são indicadores do processo de peroxidação lipídica 
(LPO), constituindo o evento citotóxico primário que desencadeia as injúrias 
mediadas por diferentes agentes tóxicos (LIMA et al., 2002). Por ser definida como 
uma reação em cadeia, a LPO se propaga continuamente, levando à formação de 
lipoperóxidos e à destruição e morte celular. O aumento da LPO, como uma 
conseqüência da deterioração oxidativa dos lipídios das membranas é, geralmente, 
utilizado como referência em tecidos biológicos de estresse oxidativo, influenciando 
vários caminhos metabólicos (KAPPUS e SIES, 1981; McMORD, 2000) e ainda, nas 
condições patogênicas e carcinogênicas (CERUTTI, 1989; MATES et al., 2000; 
VURAL etal., 1999; AHM EDefa/., 1999).
Os biomarcadores histopatológicos são também ferramentas importantes nos 
programas de monitoramento ambiental. O tecido hepático é comumente estudado 
no metabolismo de substâncias tóxicas, embora outros tecidos também demonstrem 
com eficiência lesões causadas por agentes xenobióticos (REYNOLDS etal., 2003).
Respostas oxidativas e histopatológicas de peixes diferem dependendo da 
espécie, do habitat e hábito alimentar, sendo que os biomarcadores têm a vantagem 
de medir respostas quantitativamente com informações valiosas de relevância 
ecológica nos efeitos agudos e crônicos da poluição aquática.
O modo de ação dos contaminantes nos organismos e as respostas dos 
biomarcadores podem ser significantemente afetados pela rota de exposição do 
contaminante no organismo, seja por via respiratória ou oral, o que sugere a 
necessidade de realizarmos experimentos diversificados e/ou abrangentes para uma 
melhor compreensão e conseqüente, colaboração no âmbito científico (FANTA et al, 
2003). Além disso, muitas pesquisas envolvendo condições patológicas têm enfoque 
em mamíferos e, em contraste, existem relativamente poucas informações 
disponíveis em peixes dulcícolas e marinhos.
A utilização de hidrocarbonetos poliaromáticos específicos (PAHs) como 
exemplos típicos de contaminantes ambientais e a resposta de biomarcadores 
enzimáticos e histológicos para nosso estudo, tornam-se muito importantes, por 
utilizarem uma espécie nativa com ampla distribuição na costa brasileira, abundante
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em zonas estuarinas, aonde freqüentes episódios de contaminação podem ser 
observados. Assim, este trabalho teve por objetivo, avaliar o efeito de uma mistura 
de Benzeno, Tolueno e Xileno (BTX) em concentração subletal, no peixe 
Sphoeroides testudineus, através de biomarcadores bioquímicos (atividade 
enzimática da EROD, CATALASE, GST e LPO) no fígado, e possíveis 
conseqüências para a integridade da ultraestrutura dos hepatócitos.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1 Peixes experimentais
A espécie estuarina escolhida para este estudo foi o Sphoeroides testudineus 
Linnaeus, 1758, da família Tetraodontidae que engloba os peixes conhecidos 
vulgarmente como baiacus. Habitam abundantemente as baías e os estuários, ao 
longo de toda a costa brasileira. São espécies tolerantes a baixas salinidades 
(FIGUEIREDO e MENEZES, 2000), bem como se adaptam facilmente a condições 
de tanques e laboratórios.
Exemplares juvenis de Sphoeroides testudineus com aproximadamente 12 
cm de comprimento e 50g de peso foram coletados na Barra do Saí, litoral norte de 
Santa Catarina (Brasil), utilizando-se da pesca artesanal com linha e anzol, durante 
a maré de enchente.
Os peixes foram aclimatados por um período de sete dias no Laboratório de 
Biologia Integrativa de Peixes (BioPx) da Universidade Federal Federal do Paraná - 
UFPR, baseado em experiência prévia pessoal com a espécie, sob condições 
abióticas controladas e constantes: fotoperíodo (12 horas Luz/ 12 horas Escuro), 
salinidade (34%0), temperatura (25°C) e aeração constante, em aquários de 75litros, 
abastecidos com água marinha do local de coleta.
2.2 Determinação do LC50para o Benzeno
Para determinação da dose subletal do BTX foram realizados 10 bioensaios 
com a contaminação pelo benzeno, determinante das concentrações de tolueno e 
xileno (GOBATO e LANÇAS, 2001). Em cada um deles, após aclimatação, 20 
exemplares foram separados aleatoriamente como grupo controle e 20 peixes foram 
separados em dois grupos experimentais com dez peixes cada. Os dois grupos 
experimentais foram contaminados com uma fração dos hidrocarbonetos que foi 
misturada nos aquários até que fosse determinada a dosagem subletal. As
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concentrações benzeno utilizadas para a determinação desta dosagem foram 0,586; 
0,686; 0,786; 0,886; 0,986; 1,886; 2,886; 3,886; 4,886; e 5,886 mL de benzeno, 
utilizadas como parâmetro para as concentrações subseqüentes de tolueno e xileno, 
na proporção de 10:5:1 (GOBATO e LANÇAS, 2001). A dosagem letal foi a de 4,886 
mL de benzeno, e consequentemente 2,467 mL de tolueno e 0,496 mL de xileno.
2.3 Bioensaios com dose subletal de BTX
Os bioensaios foram realizados contaminando-se os dois aquários 
experimentais de 75L de água, cada um contendo 10 peixes aleatoriamente 
escolhidos, com a dose subletal de BTX compreendendo 4,386mL de benzeno, 
2,215mL de tolueno e 0,445mL de xileno, determinada por uma redução na 
quantidade dos compostos classificados anteriormente como letais. O aquário 
controle foi mantido sem contaminação. As condições abióticas dos aquários 
experimentais e do controle foram idênticas às da aclimatação, incluindo 
alimentação dos grupos experimentais e controles, uma vez ao dia, com camarões 
frescos.
Após 4 e após 7 dias de exposição ao contaminante BTX, dez peixes controle 
e dez peixes experimentais foram sacrificados após secção medular. Quatro porções 
do fígado foram retiradas de cada peixe: uma delas foi fixada para microscopia 
eletrônica de transmissão, outra para microscopia de luz, e outras duas porções 
foram imediatamente, congeladas em nitrogênio líquido para a avaliação da LPO e 
das atividades da EROD, CATALASE e GST.
2.4 Análises bioquím icas de enzim as hepáticas
Uma porção do fígado foi homogeneizada e o sobrenadante diluído na 
concentração 1: 10 em tampão fosfato 0,1M, pH 7,5 e adicionado NaCI 0,1M. As 
amostras homogeneizadas em tampão TRIS foram centrifugadas a 10.000 x g 
(gravidade) por 20 minutos para a extração da fração Sg. A atividade da EROD (7- 
etoxiresorufina-O-deetilase) foi determinada com base na metodologia descrita por
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Burke e Mayer (1974) e modificada por Silva de Assis (1998). A concentração de 
substrato 7-etoxirresorufina utilizada foi de 2,6pM em tampão TRIS-NaCI (7 ER). A 
amostra e o tampão 7 ER foram incubados por 5 minutos por 27°C. Em seguida, 
30pL de NADPH (2,6mM) foram adicionados e a fluorescência foi determinada 
usando-se um espectrofluorímetro Shimadzu com comprimentos de onda de 
530/590 nm de excitação/extinção, com abertura da fenda de luz de 3mV durante 10 
minutos. A atividade enzimática da EROD foi expressa em pmol. min-1, mg prot-1.
A atividade da GST (Glutationa S-Transferase) foi determinada de acordo 
com o método descrito por Habig et al. (1974) e Habig e Jacoby (1981). A mistura da 
reação continha 2,0mM de GSH (glutationa reduzida), tampão fosfato e 2,5mM de 1- 
cloro-2,5mM dinitrobenzeno (CDNB) dissolvido em 1,0 ml de etanol 100% . Uma 
alíquota de 100 pL de amostra foi incubada em 200pL da mistura de reação, durante 
3 minutos a 25° C para a leitura no espectrofotômetro TECAN, em comprimento de 
onda de 340nm, durante 1 minuto. A atividade enzimática da GST foi expressa em 
nmol. min-1, mg prot-1.
A atividade da CATALASE foi determinada pelo consumo direto de peróxido 
de hidrogênio (H2O2), baseada no método de Aebi (1974). Em temperatura 
ambiente, 1mL de amostra foi diluído na proporção 1:10. A reação foi realizada 
utilizando-se tampão fosfato 0,1M, pH 6,5 e 40mM de H2O2 (30%) como substrato. O 
decréscimo na absorbância foi medido com leituras espectrofotométricas a 240nm 
em intervalos de 60seg. A atividade enzimática da catalase foi expressa em mmol. 
min-1, mg prot-1.
A outra porção do fígado foi homogeneizada em metanol 90%, pH 6,5, 
sonicada e centrifugada 200 x por 15 minutos a 4°C para a extração da fração S9. A 
atividade do LPO (Hidroperóxido Lipídico) foi determinada pelo método de FOX 
(Ferrous Oxidation-Xylenol Orange) como descrito por Jiang et al. (1992). O método 
FOX é baseado na oxidação do Fe2+ (sulfato ferroso amoniacal) a Fe3+ pelos 
hidroperóxidos em meio ácido na presença de um pigmento complexador de Fe (III), 
o alaranjado de xilenol. A amostra de 30pL foi incubada por 30 minutos, à 
temperatura ambiente, com 270pL de mistura reativa contendo 1mL de alaranjado 
de xilenol, 250pM de FeS04 , 25mM de H2SO4 e 4mM de butilato hidroxitolueno 
metanol 90%. As leituras foram realizadas em 560nm no espectrofotômetro TECAN. 
Os resultados foram expressos em mmol de hidroperóxido. mg prot-1.
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Para determinação da concentração proteica, a medição da quantidade de 
proteína nas amostras baseou-se no método espectrofotométrico de Bradford 
(1976), utilizando-se soro albumina bovina com padrão.
2.5 Análise estatística
Os resultados obtidos nas análises enzim áticas foram expressos como média 
± erro padrão da média, obtidos após realizar o teste de B a rle tfs  e 
posteriormente, analisados estatisticam ente por ANOVA de uma via, seguido 
da prova de Tukey, com significância estatística quando p<0,05.
2.6 Análises microscópicas
Para a microscopia eletrônica de transmissão, as peças foram fixadas em 
Karnovsky modificado por 4 horas (CULLING et al., 1985), desidratadas em uma 
série crescente de álcoois (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100%) e acetona P.A. e 
incluídas em resina Epon 812 (LUFT, 1961).
Os cortes ultrafinos (50nm), obtidos em ultramicrótomo Leica Ultracut UCT 
com navalhas de vidro, foram corados com acetato de uranila 5% e citrato de 
chumbo.
A observação dos cortes foi feita no Microscópio Eletrônico de Transmissão - 
Jeol JEM 1200 EX2, do Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR, a 80Kv de 
voltagem acelerante.
Para a microscopia de luz as amostras de fígado foram fixadas em ALFAC 
(85mL de álcool 80%, 10mL de formol 40% e 5mL ácido acético glacial) por 16 
horas, desidratadas em série alcoólica, diafanizadas com xilol e impregnadas e 
emblocadas com Paraplast Plus (Sigma®).
Os cortes de 3pm obtidos com um micrótomo tipo Minot, foram corados com 
hematoxilina e eosina (CLARK, 1981) e observados e fotografados no microscópio
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fotográfico Olympus PM10 AD (Japão) do Laboratório de Biologia Integrativa de 




Os resultados das análises bioquímicas, decorrentes da exposição do baiacu 
S. testudineus à concentração subletal de BTX durante 4 dias e 7 dias estão 
apresentados nas Figuras 01 a 04.
Como representado na figura 1, foi observado um aumento significativo na 
atividade da 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) no tecido hepático de S. 
testudineus após 4 dias (680,78 ± 58,86) e após 7 dias (562,25 ± 28,87) de 
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Figura 01: Média + erro padrão. Atividade da 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) no fígado do 
peixe S. testudineus exposto à dose subletal de BTX. (*p < 0,01 em relação ao controle)
Não foram observadas diferenças significativas na atividade da enzima 
catalase (mmolVmg proteína-1) no tecido hepático de S. testudineus após 4 dias 
(123,10 ± 22,16) e 7 dias (137,93 ± 7,59) de exposição ao BTX, quando comparados 
ao grupo controle (117,78 ± 34,88) (Figura 02).
24
Figura 02: Média + erro padrão. Atividade da Catalase no fígado do peixe S. testudineus exposto à 
dose subletal de BTX
A atividade da enzima da GST (nmol-1. mg proteína-1) no tecido hepático de 
S. testudineus não apresentou diferenças significativas entre o grupo controle 
(287,38 ± 20,07) e os grupos experimentais de 4 dias (234,98 ±12,26) e 7 dias 
(264,61 ± 23,96), após exposição ao BTX (Figura 03).
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Figura 03: Média + erro padrão. Atividade da GST no fígado do peixe S. testudineus exposto à dose 
subletal de BTX.
Os resultados para os níveis de produção de hidroperóxido (mmol 
hidroperóxido. mg proteína-1) no tecido hepático de S. testudineus não foram 
significativos quando comparados o grupo controle (4,05 ± 0,68) com o experimental 
de 4 dias (3,03 ± 0,18) e 7  dias (4,75 ± 1,84) de exposição ao BTX (Figura 04).
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Figura 04: Média + erro padrão. Atividade da LPO no fígado do peixe S. testudineus exposto à dose 
subletal de BTX
3.2 Biomarcadores morfológicos
Vesículas lipídicas (Figura 05-b e 05-d), hepatopâncreas e numerosos 
cordões de sinusóides existem nos hepatócitos controle de S. testudineus (Figura 
05-a).
O complexo de Golgi junto ao núcleo e mitocôndrias distribuídas, geralmente 
nas porções periféricas das células, também foram observados neste grupo de 
animais (Figuras 05-c).
Os resultados das alterações ultraestruturais nos hepatócitos, decorrentes de 
4 e 7 dias de exposição a uma dose subletal de BTX estão apresentados nas 
Figuras 06 e 07.
O número de vesículas lipídicas manteve-se elevado em sua quantidade, 
após 4 dias (Figura 06-a) e 7 dias de exposição ao BTX (Figura 07-e), sendo 
também nítida a presença de lipídios de reserva neste último período experimental 
(Figura 07-f).
A estrutura das mitocôndrias estava alterada, após 4 dias de exposição ao 
BTX (Figura 06-b) e as membranas plasmática e nuclear apresentaram-se 
nitidamente limitando as estruturas hepáticas (Figura 06-c e 07-e), após 4 dias e 7 
dias de exposição ao BTX.
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Figura 05: Tecido hepático do peixe S. testudineus controle: Hepatócitos (h) com 
hepatopâncreas (hp) e cordões de sinusóides evidenciado(s) (A); mitocôndrias (m) entre as 
numerosas vesículas lipídicas (v) (B, C e D); núcleo poligonal (n) com nucléolos (nc) e cromatina 
(ch) (B); complexo de golgi (g) entre algumas mitocôndrias levemente alteradas (C).
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Figura 06: Tecido hepático do peixe S. testudineus após 4 dias de exposição ao BTX: 
Hepatócitos com numerosos sinusóides (s), hepatopâncreas (hp), vaso sangüíneo (vs) e 
vacuolizaçâo intracelular (cv) (A); mitocôndria alterada (m) entre o sinusóide (s) com 
eritrócito e as vesículas lipídicas (v) (B); núcleo com membrana nuclear (nm) e cromatina 
lateralizada (ch) e complexo de golgi (g) (C).
Figura 07: Tecido hepático do peixe S. testudineus após 7 dias de exposição ao BTX: 
Hepatócitos com numerosas vesículas lipídicas (v), núcleos periféricos (n) e pleomórficos (pn) 




Entre os diferentes tipos de poluentes, o petróleo e seus subprodutos são 
muito relevantes na ecotoxicologia aquática (PACHECO e SANTOS, 2001a). Além 
da gasolina que serve de combustível para grande parte dos automóveis que 
circulam no mundo, vários produtos derivados do petróleo como a parafina, o gás 
natural, os produtos asfálticos, a nafta petroquímica, o querosene, os solventes, os 
óleos combustíveis, os óleos lubrificantes, o óleo diesel e os combustíveis da 
aviação são potenciais contaminantes ambientais.
A contaminação de águas subterrâneas por hidrocarbonetos aromáticos 
representa sério problema à saúde animal e humana. Benzeno, tolueno e xilenos 
(BTXs) são freqüentemente encontrados em águas subterrâneas, devido a 
vazamentos de tanques de estocagem de gasolina (TIBURTIUS etal., 2004).
Hidrocarbonetos poliaromáticos são comumente encontrados em regiões 
industrializadas, muitas vezes litorâneas. O Benzo [a] pireno é o hidrocarboneto 
mais comumente encontrado e pelo seu grande poder carcinogênico tem sido alvo 
de diferentes programas de monitoramento ambiental (HARRISON et al., 1975). 
Gravato et al. (2006) demonstraram que o Benzo [a] pireno, o Naftaleno e o Reteno 
aumentaram a atividade da EROD no fígado, após 16 horas de exposição (MARIA et 
al., 2002, 2005), o que foi corroborado por Kirby et al. (2007) para o fígado de 
Platichthvs flesus, após 10 dias de exposição ao PAH - Benzo [a] pireno, assim 
como para exemplares de Perca fluviatilis. coletados próximos a regiões com 
derramamento de óleo, após um período de 60 a 90 dias de exposição (LEE e 
ANDERSON, 2005), e o hidrocarboneto p-naftoflavano -  BNF, após 24 horas de 
exposição em Anguilla anguilla L.
Dois períodos experimentais foram utilizados para a determinação da 
toxicidade do BTX no nosso trabalho com S. testudineus, sendo que observamos 
aumento na atividade da EROD, após 4 e 7 dias de exposição, indicando um 
período relativamente longo, de 96 horas, para que se dê a biotransformação destes 
PAHs no fígado.
Neste trabalho com S. testudineus não foi observado alteração da GST em 
nenhum dos períodos estudados. Ahmad et al. (2006) descrevem que a GST pode 
ser potencialmente inibida por interações sinérgicas ou por resposta não específica
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de uma substância química concorrente, que no nosso estudo seria a mistura do 
benzeno, tolueno e xileno. Outros autores descreveram esta relação inversa entre os 
mecanismos de desintoxicação da fase I e II em invertebrados, após um período 
máximo de 28 dias (BEBIANNO et al., 2007).
O aumento da atividade da GST nos tecidos pode indicar o desenvolvimento 
de um mecanismo de defesa aos efeitos tóxicos do BTX. Oreochromis mossambicus 
expostos a altas concentrações de fenantreno, apresentaram alterações 
significativas na GST após 7 dias de contaminação (SHAILAJA e D' SILVA, 2003). 
Prochilodus lineatus expostos a WSD (mistura de água a óleo diesel comercial) 
apresentaram variação significativa na atividade hepática de GST quando 
comparado aos grupos controle, após 96 horas e 15 dias (SIMONATO etal., 2007).
A catalase é uma enzima induzível que protege o sistema biológico contra 
espécies de oxigênio reativo. Oruc et al. (2004) descreveram o aumento da atividade 
da catalase como uma resposta para o aumento do consumo de oxigênio 
consumido, gerando um aumento potencial na produção de H2O2.
S. testudineus não apresentou resposta na atividade da catalase em fígado, 
após exposição subletal aos hidrocarbonetos BTX. Jifa et al. (2006) também 
demonstraram que não houve significância no aumento de atividade da catalase, 
após exposição de 6-12 dias no invertebrado mexilhão, exposto ao hidrocarboneto 
Benzo [a] pireno (B[a]P).
Buet et al. (2006) concluíram que em espécies de carpa (Cvorinus carpio), a 
exposição crônica de agentes químicos induz mecanismos compensatórios de 
estimulação do mecanismo hepático, com respostas diferentes da atividade 
antioxidante do fígado, sendo que a catalase é estimulada por alguns compostos, 
mas inibida por outros (POPs - PAHs com 2 a 3  anéis aromáticos).
Espécies juvenis do peixe Prochilodus lineatus expostos a WSD (mistura de 
água a óleo diesel comercial) não apresentaram variação significativa na atividade 
hepática da catalase quando comparadas aos grupos controle, após 6 , 24, 96 horas 
e 15 dias (SIMONATO et al., 2007).
A peroxidação lipídica (LPO) vem sendo apontada como o maior contribuinte 
para a perda das funções celulares sob condições de estresse oxidante. Vários 
estudos mostram que a peroxidação lipídica nos organismos aquáticos é induzida 
por uma variedade de poluentes ambientais (MONTEIRO, 2006). A LPO tende a ser 
menor em espécies de peixes herbívoros do que em peixes onívoros, o que pode
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ser relacionado à baixa atividade da catalase, mas em outra situação esta relação 
pode ser invertida com a maior atividade da LPO em peixes herbívoros. Quando 
comparados com outros vertebrados, os peixes apresentam níveis similares de 
peroxidação (AHMAD et al. 2004).
Embora muitos trabalhos relatem altas concentrações de LPO em organismos 
aquáticos expostos a poluentes e a sedimentos contaminados não observamos 
alteração significativa da atividade da LPO neste trabalho com S. testudineus, 
quando os espécimes foram contaminados com BTX. Isto corrobora a idéia de 
alguns autores (AHMAD et al. 2003) que demonstraram que o aumento da atividade 
da LPO não foi significativo após 08, 16 e 24 horas de exposição ao naftaleno. 
Embora todos os órgãos possuam resistência similar aos danos peroxidativos, as 
brânquias têm atividade antioxidante mais ativa que o fígado (AHMAD etal. 2006).
Estudos histológicos têm mostrado que hidrocarbonetos específicos 
provocam uma alta freqüência de neoplasias no tecido hepático de muitas espécies 
de peixes, indicando que os peixes podem ser suscetíveis a efeitos carcinogênicos 
desses agentes, nos níveis que podem ser encontrados no meio ambiente (HART et 
al. 1998).
Lesões histopatológicas possivelmente causadas pela presença das 
substâncias tóxicas no fígado foram observadas neste trabalho, como certa 
desestruturação do reticulo endoplasmático e das mitocôndrias celulares, bem como 
células inchadas, a presença de núcleos deformados e perda de nucléolos (MARTY 
etal., 2003).
Após exposição de S. testudineus ao BTX por 7 dias, foram encontradas 
algumas áreas focais com necrose de hepatócitos, o que após tempos mais 
prolongados poderia levar a carcinogênese hepática (RODRIGUES e FANTA, 1998).
Lipídios hepatocelulares são comumente justificados como uma importante 
forma de armazenamento energético para muitas espécies de peixes. A literatura 
tem documentado que espécies de peixes demersais Sebastes spp expostos a 
hidrocarbonetos derivados do petróleo apresentaram lipídios hepáticos, com o 
citoplasma dos hepatócitos contendo quantidades variáveis de vacúolos com 
aspecto claro e bem demarcado (MARTY etal., 2003).
Após 4 e 7 dias de exposição ao BTX, S. testudineus apresentou neste 
trabalho, um aumento de vesículas lipídicas nos hepatócitos e mitocôndrias com
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volume aumentado, indicando eventuais problemas no metabolismo celular 
decorrentes da ação deste agente contaminante.
Após 30 dias de exposição aos hidrocarbonetos, espécies de Platichthvs 
flesus L. apresentaram nos hepatócitos um decréscimo da reserva de glicogênio, 
aumento no número de lipídios e proliferação do retículo endoplasmático rugoso, 
sugerindo um aumento da síntese proteica das células, mobilização e utilização de 
lipídio armazenado (REYNOLDS et al., 2003). Khan e Kiceniuk (1983) mostraram 
que os hepatócitos do bacalhau Atlântico, após 6 semanas de exposição em óleo 
cru, também apresentaram a presença de vesículas de lipídicas nos hepatócitos.
Segundo Reynolds et al. (2003), espécies controle de Platichthvs flesus L. 
coletados na natureza em regiões próximas a bacias petrolíferas apresentaram 
vesículas lipídicas e glicogênio armazenado no citoplasma dos hepatócitos, retículo 
endoplasmático e mitocôndria distribuídos na periferia das células e os seus núcleos 
com heterocromatina marginalizada o que foi corroborado neste trabalho em animais 
controle.
O baiacu, S. testudineus é uma espécie de peixe nativo que provou ser 
apropriado para ensaios em laboratório e, para estudos de biomarcadores tanto 
bioquímicos, quanto histopatológicos.
Das enzimas utilizadas para verificar a reação do S.testudineus à 
contaminação com doses subletais de BTX, apenas a EROD apresentou uma 
reação significativa. O efeito da contaminação do fígado de S. testudineus, mesmo 
em doses subletais, causou desestruturação focal no retículo endoplasmático rugoso 
dos hepatócitos, e alteração da estrutura das mitocôndrias após 4 dias de exposição 
ao BTX.
Assim, demonstramos neste trabalho, a necessidade de diversificar as 
atividades de biomonitoramento ambiental, sugerindo a utilização de biomarcadores 
bioquímicos e histológicos, como indicadores promissores de impacto em diferentes 
espécies de peixes nativos da costa brasileira, como o Sphoeroides testudineus.
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CAPÍTULO 02
AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES HISTOLÓGICAS NO FÍGADO E 
BRÂNQUIAS DO PEIXE Sphoeroides testudineus APÓS  




Regiões estuarinas apresentam uma grande diversidade faunística e reprodutiva 
para muitas espécies de peixes, estando suscetíveis a impactos antropogênicos. 
Espécimes juvenis de Sphoeroides testudineus foram expostos à dose sub letal de 
10: 5: 1 de BTX (4.386ml de benzeno, 2.215ml de tolueno e 0.445ml de xileno) por 
24, 48, 96 e 168 horas de contaminação. Porções do fígado e arcos branquiais 
foram extraídos e preparados para as análises morfológicas. No fígado foram 
observados hepatócitos afetados pela contaminação em todos os períodos 
experimentais, com aumento de tamanho significativo após 168 horas. Vacúolos 
lipídicos, núcleos anormais e lateralizados foram observados em todos os períodos 
de exposição ao BTX e as mitocôndrias inchadas. Nas brânquias foram observadas 
em todos os períodos experimentais, descolamentos severos das lamelas 
secundárias, presença não significativa de fusão destas lamelas, assim como de 
hiperplasias e hipertrofias. Quantidades decrescentes de células de muco foram 
observadas, após 24, 48 e 96 horas evidenciando a reação do peixe às substâncias 
xenobióticas, assim como edemas presentes após 168 horas de contaminação. Os 
resultados indicaram que as doses sub letais de BTX causam alterações 
histopatológicas no fígado e brânquias que são órgãos fundamentais para a 
eficiência dos processos metabólicos e fisiológicos dos peixes. Evidencia-se assim, 
a necessidade de estudos mais abrangentes sobre os efeitos da exposição a 
xenobióticos ao meio ambiente e principalmente, aos derivados do petróleo que 
contribuem com grande parte da problemática ambiental atual.
Palavras-chave: Histopatologia, Hidrocarbonetos poliaromáticos específicos, Peixe; 
Fígado, Brânquias, Microscopia de luz, Microscopia eletrônica, Morfometria.
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ABSTRACT
Estuarine regions show a great diversity of fish and are the site of reproduction and 
development of many species. Anthropogenic impacts are frequent in these regions. 
Juvenile of Sphoeroides testudineus were exposed experimentally to a sub lethal 
dose of 4.386 mL/L of benzene, and 2.215 mL/L of Toluene and 0.445 mL/L of 
xylene, a mixture of these polyaromatic hydrocarbons (BTX) at the proportion of 
10:5:1. After 24, 48, 96 and 168 hours of contamination, liver and gills were extracted 
and prepared for morphological analyses. The liver was affected by BTX at all times 
of exposure, showing an increased number of lipid vacuoles, abnormal and lateral 
nuclei and swollen mitochondria. The size of hepatocytes increased significantly after 
168 hours of exposure. At all times gills presented a higher level of severe epithelial 
detachment at secondary lamellae, if compared to the control fish. After 168 hours, 
oedema was observed. Lamellar fusion, hypertrophy and hyperplasia were not 
significantly higher in experimental fish. The number of goblet cells decreased 
steadily along the experimental times. Results indicated that even in sub lethal levels 
BTX causes histopathologies of liver and gills, which are important organs for the 
metabolism and physiology of fish. This shows the need for more studies of the 
effects of exposure of native fish to xenobiotics in the environment, such as derivates 
of petrol.
Key words: Hystopathology; Polycyclyclic aromatic hydrocarbon (PAH); Fish, Liver; 
Gill; Optical microscopy, Transmission electron microscopy; Morphometry.
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1. INTRODUÇÃO
Hidrocarbonetos Poliaromáticos Específicos (PAHs) são importantes 
poluentes ambientais pela sua onipresença e carcinogenicidade, sendo os mais 
tóxicos dentre a família dos hidrocarbonetos. Possuem alto peso molecular, baixa 
volatilidade e solubilidade (TUVIKENE, 1995). Como resposta ao crescente 
processo de industrialização, a presença de PAHs no ambiente pode ser observada 
na superfície da água ou no solo, causando sérios riscos tóxicos para espécies de 
invertebrados aquáticos ou terrestres, assim como em vertebrados, especificamente 
nos mamíferos (BROWN, 2004).
Muitos poluentes aquáticos como os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e 
suas formas halogenadas são quimicamente estáveis e, devido sua natureza 
lipofílica podem facilmente penetrar nas membranas biológicas e se acumular nos 
organismos. A biotransformação do xenobiótico em peixes é o maior determinante 
da toxicidade, distribuição e habilidade de ser excretado. São absorvidos, durante a 
exposição a alimentos contaminados, água e sedimento apresentam-se em altas 
concentrações nos sedimentos, médias concentrações na biota aquática e, baixas 
na coluna de água (TUVIKENE, 1995).
Dentre os hidrocarbonetos poliaromáticos específicos, o benzeno, o tolueno e 
o xileno (BTX) constituem um importante volume da produção de petróleo nas 
refinarias, compondo derivados de importância econômica e social como a gasolina 
(CUNHA e LEITE, 2000).
Os ecossistemas estuarinos são importantes para a reprodução e 
desenvolvimento de várias espécies de peixes, os quais geralmente possuem alta 
capacidade de adaptação às variações abióticas características destes ambientes. 
Geralmente, vulneráveis à presença de compostos xenobióticos, estas regiões têm 
apresentado níveis crescentes de contaminação como conseqüência das atividades 
antropogênicas, seja através de resíduos industriais e urbanos, deposição 
atmosférica ou drenagem terrestre (KENNISH, 1992; ROCHA et al., 2002; 
SHAILAJA e CLASSY D'SILVA, 2003; FERNANDES et al., 2006).
Os tetraodontídeos habitam as regiões tropicais de todos os oceanos e mais 
especificamente as regiões estuarinas, sendo que o Sohoeroides testudineus
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Linnaeus, 1758 (baiacu pintado) encontra-se tanto em canais do manguezal, 
chamados de gamboas, como nas planícies de maré adjacentes, com água em 
diferentes salinidades (PRODOCIMO e Freire, 2001).
Análises histopatológicas têm sido reconhecidas como ferramentas muito 
úteis no estudo e diagnóstico dos efeitos agudos e crônicos de poluentes em 
teleósteos (FANTA et al., 2003; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005). Características 
histopatológicas de órgãos alvos específicos podem expressar condições ambientais 
e representar o tempo de exposição aos quais estão submetidos os organismos 
(SCHMALZ et al., 2002). Sendo assim, aparecem como uma resposta a estressores 
subletais fornecendo um método rápido na avaliação do comprometimento de 
tecidos e órgãos de espécimes expostos a agentes químicos estressores 
(JOHNSON et al., 1993).
O fígado é o principal órgão com potencial de biotransformação, bioativação e 
excreção de xenobiontes sendo, portanto um dos principais órgãos alvos que podem 
refletir a exposição aos contaminantes (BERNET et al., 1999; FANTA et al., 2003). 
As brânquias exibem extensas superfícies que estão em contato com o ambiente 
externo. Estas possuem células na sua estrutura que desempenham um importante 
papel na proteção do epitélio a substâncias tóxicas e patogênicas, bem como na 
fisiologia da osmorregulação além do papel na troca de gases (BERNET et al., 1999; 
FANTA et al., 2003).
Considerando a constância de acidentes ambientais envolvendo óleos como 
produtos destilados do petróleo e, a crescente necessidade de aquisição de 
informações biológicas básicas relacionadas às conseqüências histopatológicas da 
exposição de contaminantes em organismos aquáticos. Neste trabalho foram 
avaliadas as alterações histológicas do fígado e brânquias em Sphoeroides 
testudineus, após exposição subletal aos hidrocarbonetos benzeno, tolueno e xileno 
(BTX), buscando assim, informações que contribuam para o conhecimento do efeito 
deste composto nesta espécie de peixe tropical e estuarina.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1 Área de coleta
Os exemplares de Sphoeroides testudineus utilizados neste trabalho foram 
coletados em dois pontos próximos a Baía de Guaratuba, inicialmente, na região 
estuarina do Rio Saí Mirim e posteriormente, na Barra do Saí no litoral norte de 
Santa Catarina (25o 12' 44 "S, 48° 01' 15"W) (SOUZA, et. al., 2001).
A Baía de Guaratuba apresenta marisma, gamboas (canal de manguezal) e 
planícies de maré; a abundância e a diversidade de peixes em regiões estuarinas e 
lagunares estão relacionadas diretamente à salinidade, que é um fator que varia 
sazonal e diariamente (SAENGER e McIVOR, 1975).
A salinidade no local de coleta varia amplamente com o ciclo das marés, 
embora nos pontos de coleta e em períodos pré-estabelecidos esta variação não 
tenha sido tão evidenciada: 34 %o.
2.2 Peixes experimentais
A espécie estuarina escolhida para este estudo foi o Sphoeroides testudineus 
Linnaeus, 1758, da família Tetraodontidae que engloba os peixes conhecidos 
vulgarmente como baiacus. Habitam abundantemente as baías e os estuários, ao 
longo de toda a costa brasileira. São espécies tolerantes a baixas salinidades 
(FIGUEIREDO e MENEZES, 2000), bem como se adaptam facilmente a condições 
de tanques e laboratórios.
Exemplares juvenis de Sphoeroides testudineus com aproximadamente 12 
cm de comprimento e 50g de peso foram coletados na Barra do Saí, litoral norte de 
Santa Catarina (Brasil), utilizando-se da pesca artesanal com linha e anzol, durante 
a maré de enchente.
Os peixes foram aclimatados por um período de sete dias no Laboratório de 
Biologia Integrativa de Peixes (BioPx) da Universidade Federal do Paraná - UFPR, 
baseado em experiência prévia pessoal com a espécie, sob condições abióticas
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controladas e constantes: fotoperíodo (12 horas Luz/ 12 horas Escuro), salinidade 
(34 % o), temperatura (25°C) e aeração constante, em aquários de 75 litros, 
abastecidos com água marinha do local de coleta.
2.3 Determinação do LC50para o Benzeno
Para determinação da dose subletal do BTX foram realizados 10 bioensaios 
com a contaminação pelo benzeno, determinante das concentrações de tolueno e 
xileno (GOBATO e LANÇAS, 2001). Em cada um deles, após aclimatação, 20 
exemplares foram separados aleatoriamente como grupo controle e 20 peixes foram 
separados em dois grupos experimentais com dez peixes cada. Os dois grupos 
experimentais foram contaminados com uma fração dos hidrocarbonetos que foi 
misturada nos aquários até que fosse determinada a dosagem subletal. As 
concentrações benzeno utilizadas para a determinação desta dosagem foram 0,586; 
0,686; 0,786; 0,886; 0,986; 1,886; 2,886; 3,886; 4,886; e 5,886 mL de benzeno, 
utilizadas como parâmetro para as concentrações subseqüentes de tolueno e xileno, 
na proporção de 10:5:1 (GOBATO e LANÇAS, 2001). A dosagem letal foi a de 4,886 
mL de benzeno, e consequentemente 2,467 mL de tolueno e 0,496 mL de xileno.
2.5 Coleta do material
Após 24, 48, 96 e 168 horas de exposição ao contaminante BTX, dez peixes 
controle e dez peixes experimentais de cada grupo foram sacrificados após secção 
medular. Uma porção do fígado e outra das brânquias foram retiradas de cada 
peixe, sendo que cada uma destas porções foi fixada para microscopia eletrônica de 
transmissão e a outra para microscopia óptica, no Departamento de Biologia Celular 
e Molecular da Universidade Federal do Paraná.
A manipulação do BTX, como agente tóxico foi feita com os cuidados 
requeridos nas análises laboratoriais, após os períodos experimentais, todos os 
tecidos orgânicos não utilizados e água recolhida dos aquários foram devidamente 
etiquetados e direcionados para a coleta de lixo tóxico da Universidade Federal do 
Paraná -  UFPR.
39
Cuidados com a assepsia do material e aquários foram essenciais para o 
sucesso dos experimentos, todos os aquários foram reformados com a acoplagem 
de filtros internos e melhor sistema de oxigenação da água, garantindo assim a 
sobrevivência e melhor aclimatação dos animais, sendo que antes da contaminação 
dos aquários os filtros foram retirados para evitar a perda dos contaminantes.
2.6 Processamento para microscopia
Para a microscopia eletrônica de transmissão, as peças foram fixadas em 
Karnovsky modificado por 4 horas (CULLING et al., 1985), desidratadas em uma 
série crescente de álcoois (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100%) e acetona P.A. e 
incluídas em resina Epon 812 (LUFT, 1961).
Os cortes ultrafinos (50nm), obtidos em ultramicrótomo Leica Ultracut UCT 
com navalhas de vidro, foram corados com acetato de uranila 5% e citrato de 
chumbo.
A observação dos cortes foi feita no Microscópio Eletrônico de Transmissão - 
Jeol JEM 1200 EX2, do Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR, a 80Kv de 
voltagem acelerante.
Para a microscopia de luz as amostras de fígado foram fixadas em ALFAC 
(85mL de álcool 80%, 10mL de formol 40% e 5mL ácido acético glacial) por 16 
horas, desidratadas em série alcoólica, diafanizadas com xilol e impregnadas e 
emblocadas com Paraplast Plus (Sigma®).
Os cortes de 3pm obtidos com um micrótomo tipo Minot, foram corados com 
hematoxilina e eosina (CLARK, 1981) e observados e fotografados no microscópio 
fotográfico Olympus PM10 AD (Japão) do Laboratório de Biologia Integrativa de 
Peixes e Impacto Ambiental do Departamento de Biologia Celular da UFPR.
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2.7 Morfometria
Os tecidos hepático e branquial foram analisados em um grupo de dez 
animais controle e dez animais de cada um dos quatro grupos experimentais sendo 
que, as estruturas foram analisadas a partir de fotos de 10,0 x 15,0 cm, aonde foram 
feitas as contagens histopatológicas, e posteriormente, a conversão na escala 
fotomicrométrica (pm).
O tecido hepático foi analisado através da contagem e medida das estruturas, 
em um quadrante pré-estabelecido dentro das fotos, com medida de 8,0 x 8,0 cm, 
onde foram contados: núcleos normais e anormais e o tamanho de hepatócitos. O 
tecido branquial foi analisado em um grupo de dez lamelas (Fotomicroscópio 
Oympus-Aumento: 400x). Nestas contagens foram observados a quantidade de 
descolamentos de epitélios caracterizado pelo descolamento de células epiteliais na 
lamela secundária, sendo os mesmos classificados como leves (1.0-5.0 pm) e 
severos (6 .0-10.0 pm); quantidade de células de muco e de fusões lamelares; 
quantidade de hiperplasias e hipertrofias.
2.8 Análise estatística
Medidas e contagens morfométricas dos tecidos hepáticos e branquiais foram 
trabalhados através do programa estatístico (GraphPad Prism 3.0)
Os resultados obtidos nas análises enzimáticas foram expressos como média ± erro 
padrão da média, obtidos após realizar o teste de Barlett’s e posteriormente, 
analisados estatisticamente por ANOVA de uma via, seguido da prova de Tukey, 




Os resultados das análises histológicas no fígado de S. testudineus, após 24, 
48, 96 e 168 horas de exposição à concentração sub letal de BTX foram analisados, 
estatisticamente e morfologicamente, segundo a maior incidência de lesões em cada 
grupo de animais experimentais em relação aos controles (Figuras 01 e 02).
Os hepatócitos apresentaram um aumento em seu tamanho, caracterizado 
como inchaço, após 168 horas (20,90 ± 1,52) de exposição ao BTX, quando 
comparados ao controle (13,60 ± 0,97) (Fig. 01). Este aumento de volume também 
foi evidenciado na morfologia em todos os períodos experimentais e controle, sendo 
que nos animais controle foram evidenciados hepatócitos regularmente dispostos 
com núcleos poligonais e periféricos (Fig. 03-a) com cromatina laterizada (Fig. 03- 
b).
Após 96 e 168 horas de exposição aos hidrocarbonetos, os hepatócitos 
apresentaram-se totalmente inchados, embora a membrana celular limitando os 
mesmos tenha se mantido íntegra e com aspecto de normalidade. Observaram-se 
ainda nestes períodos experimentais, uma proliferação do retículo endoplasmático 
liso e nítida desorganização do retículo endoplasmático rugoso (Fig. 03-f).
Figura 01: Tamanho dos hepatócitos em espécimes de S. testudineus exposto à dose subletal de 
BTX. (**p<0.001 em relação ao controle) (GraphPad Prism 3.0).
Núcleos arredondados e centralizados foram classificados como normais e 
constituíram a maior parte nos animais controle (62,90 ± 2,05), quando comparados
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aos animais experimentais, após 24, 48, 96 e 168 horas (6,70 ± 0,51; 6,60 ± 0,58; 
4,10 ±0,82; 3,90 ± 1,00).
Núcleos classificados como anormais apresentaram-se alongados ou 
distribuídos irregularmente na periferia dos hepatócitos de animais expostos a 48, 96 
e 168 horas (41,00 ± 2,14; 54,60 ± 4,13; 73,30 ± 3,01) de exposição ao BTX quando 
comparados aos animais controles (12,00 ± 1,18) (Fig. 02). Morfologicamente, os 
hepatócitos corroboraram estas análises (Figuras 03-c, 03-d, 03-e, 03-g e 03-h).
Figura 02: Quantidade de núcleos normais e anormais nos hepatócitos de S. testudineus exposto à 
dose subletal de BTX. (**p<0.001 em relação ao controle) (GraphPad Prism 3.0).
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Figura 03: Histopatologia do tecido hepático do peixe S. testudineus controle (a) e (b) com 
cromatina (cr) lateralizada (nl); cordões de sinusóides (s) e hepatócito (h) evidenciados, após 24 
horas de exposição ao BTX (c); núcleos (n) lateralizados entre as vesículas lipídicas (vl), após 48 
horas (d); após 96 horas (e) e (f) hepatócitos com glicogênio (g) evidente e mitocôndrias inchadas 
(m); após 168 horas de exposição (g) e (h) numerosos vacúolos lipídicos (vl) com núcleo 
poligonal (n) e nucléolos.
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3.2 Histologia branquial
Os resultados das análises histológicas nas brânquias de S. testudineus, 
após a exposição à concentração subletal de BTX durante 24, 48, 96 e 168 horas 
foram analisados, estatisticamente, segundo a maior incidência de lesões em cada 
grupo de animais experimentais em relação aos controles (Figuras 04 a 06).
O tecido branquial não apresentou diferença significativa na quantidade de 
descolamentos leves em todos os períodos experimentais, descritos em ordem 
crescente (1,70 ± 0,50; 1,80 ± 0,64; 2,00 ± 0,68; 2,80 ± 0,64), quando comprados ao 
controle (1,30 ± 0,53). Um significativo aumento na quantidade de descolamentos 
severos foi observado, após 96 e 168 horas (4,50 ± 0,85; 5,30 ± 0,59), quando 
comparados ao controle (0,10 ± 0,1) (Fig. 04).
Os resultados das análises morfológicas no tecido branquial de S. 
testudineus, após a exposição à concentração sub letal de BTX durante 24, 48, 96 e 
168 horas (Figura 07) foram corroborados com as análises estatísticas. As lamelas 
secundárias apresentam-se normalmente dispostas em animais controle com 
presença de hemáceas nas lamelas garantindo a eficiência nas trocas gasosas dos 
animais com o meio. Descolamentos classificados como leves foram encontrados 
nas lamelas secundárias de alguns animais coletados da natureza e suscetíveis aos 
diferentes impactos antropogênicos.
Descolamentos severos foram inicialmente observados após 48, 96 e 168 
horas de exposição aos hidrocarbonetos (Figs. 07-d, e, f e i).
Figura 04: Quantidade de descolamentos leves e severos nas lamelas branquiais de S. testudineus 
exposto à dose subletal de BTX. (**p<0.05; p<0.001 em relação ao controle) (GraphPad Prism 3.0).
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Não foram observadas diferenças significativas na quantidade de fusões entre 
duas ou mais lamelas respiratórias, após 24 horas (0,30±0,21), 48 horas 
(0,60±0,40), 96 horas (0,70±0,47) e 168 horas (1,00±0,51), quando comparados ao 
grupo controle (0 ,00±0 ,00).
Após 24, 48 e 96 horas (61,80±4,60; 51,30±6,08; 43,50±3,53) não foram 
observadas diferenças significativas na quantidade de células de muco presentes 
nas lamelas respiratórias; após 168 horas observamos um decréscimo significativo 
na quantidade de células de muco (43,10±5,31), quando comparados ao controle 
(65,90±7,68) (Fig. 05).
Figura 05: Quantidade de fusões lamelares e de células de muco nas lamelas branquiais de S. 
testudineus exposto à dose subletal de BTX. (*p<0.001 em relação ao controle) (GraphPad Prism 
3.0).
Poucos animais apresentaram fusão entre as lamelas respiratórias, hipertrofia 
ou hiperplasia no epitélio branquial (Figs. 06-g e 06-k), ao contrário com o início do 
período experimental até o seu período máximo, foram observados enrugamentos 
do epitélio das lamelas secundárias, internamente, formando edemas na membrana 
basal (Fig. 06-j).
Embora, estatisticamente, apenas após 168 horas de exposição dos animais 
ao BTX, foi observado morfologicamente, acentuado decréscimo na quantidade de 
células de muco (Fig. 06).
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Figura 06: Histopatologia do tecido branquial do peixe S. testudineus controle (a) e (b); após 24 horas 
de exposição ao BTX (c) e (d); após 48 horas (e) e (f); após 96 horas (g) e (h) e após 168 horas de 
exposição (i), (j) e (k): Lamela primária (pl); lamela secundária (sl); hemáceas (h); hemácia com 
deformação (dh); mitocôndria (m); descolamento leve (d1); descolamento severo (d2); fusão lamelar 
com características hiperplásicas; (f), edema abaixo do epitélio (mb) e características hipertróficas 
das células epiteliais (ht).
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Fiaura 07: Histooatoloaia do tecido branquial do peixe S. testudineus evidenciando células secretoras 
de muco (m): nos animais controle (a); após 24 horas (b); 48 horas (c); 96 horas (d) e após 168 horas
de exposição (e) ao BTX.
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4. DISCUSSÃO
Nos últimos anos têm aumentado a preocupação sobre a possível 
degradação do meio ambiente aquático por poluentes químicos e, a conseqüente 
necessidade de aumentar os esforços para compreender os efeitos da exposição de 
diferentes contaminantes ambientais nos organismos aquáticos (REYNOLDS et al., 
2003).
Testes laboratoriais com níveis sub letais de poluentes são recomendados 
por alguns autores por indicarem as primeiras contaminações em peixes, ocorrendo 
usualmente em nível celular e subcelular, assim como por serem bons indicadores 
de toxicidade (FANTA et al, 2003).
A maior parte dos organismos vivos tem pequena habilidade para metabolizar 
xenobióticos (TUVIKENE, 1995). Os peixes têm um grande número de mecanismos 
para impedir a acumulação de muitas substâncias no organismo, e após exposição a 
tóxicos potentes, um número de caminhos bioquímicos são induzidos a detoxificar e 
excretar os compostos estranhos (JOBLING, 1995). Alguns parâmetros biológicos 
podem ser usados para exame dos efeitos subletais de diferentes poluentes no 
metabolismo dos organismos marinhos, como efeitos morfológicos e alterações 
bioquímicas (ANDERSON, 1979; REYNOLDS etal., 2003).
Como o fígado dos peixes exerce uma função básica na conversão dos 
alimentos, armazenamento de compostos de reserva, biotransformação e 
detoxificação de compostos antropogênicos (KÖHLER e PLUTA, 1995), uma 
disfunção de grandes áreas deste tecido pode alterar a saúde dos espécimes, assim 
como suas habilidades reprodutivas (ROUSSEAUX et al., 1994).
As brânquias são estruturas vitais para a saúde dos peixes, pois além de 
serem o principal ponto de trocas gasosas, também estão envolvidas nos processos 
de osmorregulação, equilíbrio ácido-básico e excreção de compostos nitrogenados. 
Portanto, qualquer alteração nessas estruturas certamente comprometerá a 
sobrevivência dos peixes (LEONARDO et al., 2001).
Mudanças histopatológicas em peixes expostos a óleo bruto, incluem o 
aumento no número de células epiteliais produtoras de muco, dilatação capilar, 
hiperplasia lamelar e fusão de filamentos adjacentes nas brânquias. Formação de
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microvesículas nos hepatócitos do fígado, atraso na espermatogênese com células 
multinucleadas ultratubulares e, um aumento de centros de melanomacrófagos no 
baço e nos rins (KHAN e KICENIUK, 1983).
Cinco períodos experimentais foram utilizados neste trabalho para a 
determinação da toxicidade do BTX com Sphoeroides testudineus, sendo que foram 
identificadas algumas lesões histopatológicas causadas pela presença das 
substâncias tóxicas no fígado e nas brânquias.
Após 168 horas de exposição ao BTX, o fígado de S. testudineus apresentou 
um aumento no tamanho dos hepatócitos e alterações morfológicas do núcleo, 
corroborando a idéia de alguns autores que demonstraram um aumento no volume 
das células hepáticas e dos núcleos, como respostas do organismo a exposição sub 
letal com a espécie Prochilodus lineatus ao óleo diesel. Sendo que, esta hipertrofia é 
causada pela proliferação de membranas endoplasmáticas, após exposição longa a 
hidrocarbonetos poliaromáticos específicos (PAHs) (NERO et al., 2006; SIMONATO 
etal., 2007).
O processo de vacuolização lipídica alterando a morfologia dos hepatócitos 
foi observado em todos os períodos experimentais deste trabalho e processo 
também observado por alguns autores, após a exposição de Perca flavescens e 
Carassuius auratus aos PAH. Estes afirmaram que este processo é decorrente da 
abundância de reservas lipídicas e de glicogênio, demonstrado na microscopia 
eletrônica como uma extrema dilatação do espaço perinuclear, comumente 
observada em outros tipos celulares de vertebrados superiores, em resposta ao 
estresse da exposição química (STEHR e MYERS, 1998).
Peixes demersais coletados em regiões contaminados por óleo também 
apresentaram acúmulo de lipídios hepáticos e são justificados como importantes 
reservas energéticas para muitas espécies de peixes ou ainda, como um mecanismo 
de imobilização de compostos lipofílicos (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005).
Os núcleos dos hepatócitos também se apresentaram anormais, quando 
observamos uma deformação na sua forma original, após 48, 96 e 168 de exposição 
aos hidrocarbonetos, observação esta também feita em outros trabalhos com a 
presença de núcleos deformados, alongados, estreitados ou elípticos (STEHR e 
MYERS, 1998; STENTIFORD etal., 2003).
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Não foram observados neste trabalho, patologias hepáticas como a depleção 
significativa de glicogênio, cariomegalias graves, como descrito por vários autores, 
em peixes expostos ao derramamento de diferentes misturas de óleos na água, já 
que em níveis subletais de contaminação observam-se diferentes respostas 
celulares do organismo aos tóxicos, ainda que estes não apresentem relação 
específica com certos contaminantes (TUVIKENE, 1995; MARTY et al., 1998, 1999; 
STENTIFORD et al., 2003).
As brânquias são consideradas sensíveis à longa cadeia de hidrocarbonetos 
(NORTON, 1985) sendo que este tecido geralmente é considerado como bom 
indicador da qualidade da água e consequentemente, como eficiente modelo de 
estudo para o impacto ambiental (FANTA etal., 2003).
Após 48, 96 e 168 horas de exposição ao BTX, as brânquias apresentaram 
um número significativo de descolamentos nas lamelas secundárias de S. 
testudineus. Simonato et al. (2007) descrevem alterações histológicas como é o 
caso do descolamento epitelial em Prochilodus lineatus exposto ao óleo diesel em 
período subletal, podendo serconsideradas adaptativas, desde que estas protejam o 
organismo da entrada de xenobióticos.
Norton (1985) descreveu a presença de lamelas secundárias distendidas em 
Pimephales promelus, após 24 e 48 horas de exposição à mistura heterogênea de 
benzeno, tolueno e xileno. Nero et al. (2006) descrevem a fusão lamelar e 
proliferação de células de muco, hipertrofia e edemas nas lamelas em Perca 
flavescens em tempos experimentais similares e após contaminação com óleo.
Neste trabalho foi observado uma diminuição significativa na quantidade de 
células de muco, após 168 horas de exposição ao BTX, ao contrário do que é 
descrito na literatura. A ocorrência de proliferação das células de muco em 
indivíduos coletados em áreas contaminadas relaciona-se ao mecanismo de 
proteção orgânica aos efeitos danosos dos tóxicos. No entanto, observamos que os 
hidrocarbonetos poliaromáticos específicos levam a diferentes respostas fisiológicas 
ao estresse causado pelo contaminante aquático (MOORE e RAMAMOORTHY, 
1984) e eventualmente, prejudicando a produção de células de muco, o que pode 
justificar a diminuição na produção destas substâncias protetoras.
Após 24 horas de exposição ao BTX foram observadas hipertrofias e 
hiperplasias no tecido respiratório, embora em proporção não significativa. Em
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períodos longos de exposição alguns autores exposto observaram que o óleo cru 
causa hiperplasias e edemas na lamela secundária de Salmo clarkii (VAL et al., 
1996). Outros autores também relataram que o peixe Fundulus heteróclitos 
apresentou hiperplasia do epitélio branquial e hipertrofia do epitélio branquial, após 
15 dias de exposição ao naftaleno (DiMICHELE e TAYLOR, 1978; MARTY et al.,
1998) em sítios com grande incidência de óleo, mas peixes de áreas menos 
contaminadas não apresentam histopatologias significativas.
Outras estruturas celulares como células de cloreto, associadas com 
brânquias de teleósteos, apresentaram rompimento estrutural e funcional podendo 
diminuir a habilidade do organismo em manter a pressão osmótica na condição 
normal (NORTON,1985) em exposição sub letal aos hidrocarbonetos.
Nero et al. (2006) afirmam que as análises histopatológicas usadas para a 
avaliação das alterações no fígado e brânquias são ferramentas eficientes na 
detecção dos efeitos subletais do óleo sobre o organismo dos peixes, assim como 
no biomonitoramento de áreas supostamente impactadas (OLIVEIRA RIBEIRO et 
al., 2005).
As razões para diferentes espécies de animais apresentarem diferenças nas 
repostas patológicas podem estar associadas às diferenças nas suas histórias de 
vida, hábito alimentar, tempo de vida em regiões contaminadas ou modo em que 
cada espécie metaboliza os contaminantes químicos (STEHR e MYERS, 1998). 




A espécie estuarina de peixe Sphoeroides testudineus mostrou um 
comportamento adequado no desenvolvimento dos ensaios em laboratório e ainda, 
como bioindicadora dos efeitos tóxicos do BTX. Os biomarcadores bioquímicos e 
histológicos, utilizados neste trabalho, fornecem uma ferramenta útil na avaliação 
dos impactos ambientais provocados pelos hidrocarbonetos poliaromáticos 
específicos, sendo continuamente despejados no meio ambiente.
A utilização de ensaios biológicos em laboratório desenvolvida aqui descrita 
constitui uma importante ferramenta de trabalho científico, visto que reproduz a 
imediata resposta biológica dos animais.
No capítulo I determinou-se que a atividade das enzimas de fase I e II, de 
biotransformação de xenobióticos é essencial para uma análise mais detalhada da 
toxicidade de certos compostos no organismo, tendo a enzima 7-etoxiresorufina-O- 
deetilase (EROD) apresentado um aumento significativo de atividade, quando 
comparado com o controle.
No capítulo II as análises quantitativas e morfométricas do tecido hepático e 
do tecido branquial revelaram-se eficientes, quando utilizadas em conjunto, 
demonstrando através das patologias observadas a ação do BTX em nível sub letal, 
corroborando com a necessidade de incrementar as diferentes análises histológicas.
Os resultados obtidos neste trabalho mostram que à utilização de diferentes 
biomarcadores indicam, de maneira incontestável, que os animais expostos a 
diferentes períodos de contaminação sub letal apresentaram lesões leves e severas 
nas estruturas hepáticas e branquiais, que levam a afetar a saúde dos animais.
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